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SUMMARY 
 
Forest plantation is a feasible approach to reach a carbon-neutral budget while restoring 
degraded forest areas and providing important resources. The fast-growing Eucalyptus genus is 
one of the most important trees for forest plantation. Genetic transformation is one way to expand 
the potential plantation areas of Eucalyptus to lands negatively impacted by global climate change. 
However, the number of commercial applications of transgenic plantation trees are very few 
compared with that of transgenic crops. In this study, I aim to address the technical barriers to 
R&D of transgenic plantation trees and propose methods for overcoming these barriers in the 
context of genetic transformation of Eucalyptus.  
In chapter 1, I discuss prior R&D efforts in relation to transgenic Eucalyptus and other 
plantation trees. My research reveals that abiotic stress tolerance has been the most desirable trait 
for transgenic plantation trees. The R&D process of biotech plants consists of five stages: trait 
generation, proof of concept, early development, advanced development, and regulatory 
adaptation. The R&D of trees is far behind R&D of crops at any stage. In particular, there is 
currently only one case of the approval of commercial cultivation of transgenic Eucalyptus trees. 
These considerations suggest that some technical developments are required to accelerate the R&D 
of Eucalyptus trees. I focused on improvement of the early development stage including early trait 
evaluation and environmental risk assessment.   
In chapters 2 and 3, I propose a trait evaluation methodology with moderate saline stress and 
evaluated using two series of transgenic E. camaldulensis expressing either the bacterial choline 
oxidase A (codA) gene or the RNA-Binding-Protein (RBP) gene derived from a halophyte, the 
common ice plant (Mesembryanthemum crystallinum). This method used plant growth rather than 
mere survival as the main indicator, and by reducing the severity of saline conditions compared to 
previous trials, increased the environment interactions of tested plantlets. The soil salinity level 
 xii 
given by the moderate salinity stress treatment was similar to saline soil actually encountered, and 
was apt for evaluating not only the difference from the non-transgenic control, but also differences 
among different transgenic events. In the case of transgenic codA-E. camaldulensis events, which 
have slight stress tolerance, the difference in tolerance for the transformants was not detected by 
the method with high-NaCl irrigation but was clearly demonstrated by the modified method. In 
the other case of transgenic RBP-E. camaldulensis events, the severe stress treatment also 
demonstrated the superior tolerance of the transformants.  
An evaluation of the impact of a transgenic plant on environmental biodiversity is also 
required for R&D to proceed to the next stage. In chapter 4, I conducted an environmental risk 
assessment of the transgenic E. camaldulensis plants. The literature review of potential risks of 
host plant, transgenes, and donor organisms could identify no harm. Moreover, the allelopathic 
impacts of releasing substances from transgenic E. camaldulensis trees assessed by sandwich test, 
succeeding crop test and soil microorganism test found no adverse impact on the receiving 
environment. These results revealed that these transgenic events met the requirements of the 
Japanese biosafety regulation framework for Type 1 Use. 
From these above results, I concluded that the modified screening method with moderate 
stress was more effective than severe stress and could be applied to other abiotic stress tolerance 
Eucalyptus events in the special netted-house condition. These transgenic E. camaldulensis 
examined in this study were shown to have significantly higher salt stress tolerances than non-
transgenic controls while there was no significant difference in the potential impact on biodiversity 
among the transgenic and non-transgenic plants. These characteristics suggested that these 
transgenic E. camaldulensis lines would be potential candidates for subsequent stages of R&D. 
Future evaluation might enable the approval of transgenic E. camaldulensis and other transgenic 
plantation trees evaluated by the methodology for use in commercial plantations, and would 
contribute to alleviating global warming and allowing for sustainable development
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（和文要約） 
研究開発段階の環境ストレス耐性遺伝子組換えユーカリの半開放系環境における特性評
価法に関する研究 
 
植林は、荒廃林地を復旧し、重要資源を供給しつつニュートラルな炭素収支を達成
するための実現可能な取り組みのひとつである。成長の速いユーカリ属 
（Eucalyptus） は、もっとも重要な林木種のひとつである。形質転換は、ユーカリ属
の植林可能地域を地球の気候変動の悪影響を受けた土地に拡大するためのひとつの方
法であるが、遺伝子組換え林木を商業的に実用化した事例は、遺伝子組換え作物に比
べると極めて少ない。本研究では、遺伝子組換え林木の研究開発に対する技術的障壁
を明らかとし、遺伝子組換えユーカリ属に係る技術的障壁を克服するための方策の提
案を目的とする。 
第 1 章では、これまでの遺伝子組換えユーカリ属及びその他の遺伝子組換え林木に
関連する研究開発の取り組みについて考察する。調査の結果、環境ストレス耐性が遺
伝子組換え林木に最も求められる特性であることが明らかになった。植物バイオテク
ノロジーの研究開発過程には、特性生成、概念の実証、初期開発、後期開発、規制対
応という 5 つの段階がある。林木の研究開発は作物の研究開発に比べると、あらゆる
段階で立ち遅れており、特に、遺伝子組換えユーカリ属林木の商業的栽培の承認事例
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は、今のところ 1 例しかない。こうした考察は、ユーカリ属林木の研究開発を加速す
るために何らかの技術開発が必要であることを示唆している。そこで本研究では、初
期の特性評価や環境リスク評価を含む、初期開発段階の改善に注目した。 
第 2 章と第 3 章では、中程度の塩ストレスによる特性評価法を提案し、細菌性コリ
ンオキシダーゼ A （codA）遺伝子または塩生植物であるアイスプラント 
（Mesembryanthemum crystallinum） 由来の RNA 結合タンパク質 （RBP） 遺伝子の
いずれかを発現させた 2 系統の遺伝子組換えユーカリ （E. camaldulensis） を評価し
た。この方法は植物の単なる生存ではなく成長を主な指標として用いたもので、過去
の試験よりも塩分条件を緩和することにより、供試植物の環境との相互作用を拡大さ
せている。中程度の塩ストレス処理によって得られる土壌の塩レベルは、実際に経験
する塩性土壌に近いものであり、非遺伝子組換え対照との差異のみならず、異なる遺
伝子組換えイベント間の差異の評価にも適している。弱いストレス耐性を持つ codA 遺
伝子組換えユーカリの場合、高強度の塩ストレス処理による方法では耐性の向上は検
出できないが、今回修正した方法を適用することで明確に証明することが可能であ
る。RBP 遺伝子組換えユーカリの強い耐性は、高強度のストレス処理においても証明
されるものであった。 
研究開発を次段階に進めるためには、遺伝子組換え植物が環境の生物多様性にもた
らす影響も評価しなければならない。第 4 章では、遺伝子組換えユーカリの環境リス
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ク評価を実施し、宿主植物、導入遺伝子、供与体生物への潜在的リスクに関する文献
調査の結果、有害性は指摘されなかった。さらに、遺伝子組換えユーカリが放出する
物質によるアレロパシーの影響について、サンドイッチ法による試験、後作試験、土
壌微生物相試験によって評価したところ、受容環境に対する悪影響は認められなかっ
た。これらの結果から、前述の遺伝子組換えユーカリの系統は、日本のバイオセーフ
ティの規制枠組みにおける第一種使用の要件を満たすことが明らかとなった。 
上記の結果により、中程度のストレスを用いる修正スクリーニング法は、高ストレ
スを用いるよりも効果的であり、特定網室条件に置かれたユーカリ属の他の環境スト
レス耐性イベントにも応用できると結論した。本研究で調査したこれらの遺伝子組換
えユーカリは、非遺伝子組換え対照と比較して塩ストレス耐性が有意に高いことが示
された一方で、遺伝子組換え植物及び非遺伝子組換え植物の間で生物多様性への潜在
的な影響について有意な差異は認められなかった。こうした特徴は、これら遺伝子組
換えユーカリの系統が、これ以降の研究開発段階に進めるべき候補となることを示唆
するものである。今後の評価により、本研究で示した手法で評価された遺伝子組換え
ユーカリや他の遺伝子組換え林木が商業植林における使用の承認を得れれば、地球温
暖化の緩和や持続可能な開発に貢献できるものと考える。 
 
